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Kliininen patologia on tautien syitä, syntymekanismeja sekä niistä johtuvia muutoksia 
tutkiva lääketieteen ala. Histologia on osa patologiaa ja siinä tutkitaan kudosnäytteitä 
mikroskooppisesti ja makroskooppisesti. Tutkittava näytemateriaali voi olla pienestä 
kudosnäytebiopsiasta aina kokonaiseen elimeen. Mikroskooppista tarkastelua varten 
kudos leikataan erittäin ohuiksi siivuiksi ja värjätään. Histologisia värjäyksiä on monia 
erilaisia riippuen siitä, mitä ominaisuutta kyseisestä kudosnäytteestä halutaan tutkia.  
Kliinisen patologian laboratoriossa laboratoriohoitaja, eli bioanalyytikko, on yleensä 
mukana näytteen histologisessa prosessissa näytteen saapumisesta valmiin näytelasin 
laadun arvioimiseen saakka. Laboratoriohoitajan tulee tunnistaa laadukas värjäystulos. 
Kliinisen histologian opinnot kuuluvat osaksi bioanalyytikon koulutusohjelmaa.  
 
Opinnäytetyön aihe saatiin Tampereen ammattikorkeakoululta bioanalytiikan 
koulutusohjelmalta histologian opintoihin liittyen. Opinnäytetyön tarkoituksena oli 
laatia oppimateriaali histologisista erikoisvärjäyksistä. Oppimateriaaliin kuuluvat 
värjäyksistä kertova teoriaosuus, mikroskoopilla katseltavat näytelasit sekä 
mikroskopointia tukeva Power Point -esitys. Työn tavoitteena oli oppimateriaalin kautta 
kehittää kliinisen histologian opetusta ja parantaa opiskelijoiden osaamista histologisten 
näytteiden mikroskooppisesta tarkastelusta.  
 
Tuotoksessa käsitellyt värjäykset ovat Giemsa, Grocottin metenamiinihopea, 
Kongopuna, Warthin-Starry, Verhoeff Van Gieson ja Ziehl-Neelsen. Lisäksi 
näytelasikokoelmaan saatiin laseja värjäyksistä Jonesin hopeametenamiini, Gomori, 
Gram ja Massonin trikromi. Niistä lisättiin opinnäytetyöhön lyhyet kuvaukset kuvineen. 
Oppimateriaalia varten toteutettiin värjättyjen näytelasien keräys työelämästä 
yhteistyössä Fimlab Laboratoriot Oy:n kliinisen patologian laboratorion kanssa. 
Keräyksellä saadut näytelasit olivat värjäyksissä käytettyjä kontrollilaseja. Niistä 
valokuvattiin oppimateriaalin teoriaosuuteen kuuluva kuvamateriaali. Tekstimateriaali 
koottiin kirjallisuuden pohjalta. Jatkoaiheena työlle voisi olla oppimateriaalin 
laajentaminen useampiin värjäyksiin.  
Asiasanat: kliininen patologia, histologia, erikoisvärjäykset, oppimateriaali, Giemsa, 
Grocottin metenamiinihopea, Kongopuna, Verhoeff Van Gieson, Ziehl-Neelsen 
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Clinical pathology examines the reasons behind diseases, etiology and the changes they 
inflict. Histology is part of pathology. There tissue samples are examined by micro-
scopes. Tissue must be stained for microscopic examination. There is a large variety of 
staining methods and they can be separated into routine and special stains. Special 
stains define the information given by the routine staining. They can be used for exam-
ple to find microbes, which cannot be seen by routine stains. 
 
The purpose of this study was to gather learning material about histological special 
stains. Our objective was to further enhance the education of clinical histology through 
learning material and to improve students’ capability when it comes to microscopic ex-
amination of tissue samples. 
 
The learning material consists of theory part about staining, sample slides to be exam-
ined with microscopes and a Power Point -presentation to help with the microscopic 
examination. The staining methods for this thesis are Giemsa, Grocott's Methenamine 
Silver, Congo Red, Warthin-Starry, Verhoeff Van Gieson and Ziehl-Neelsen. Lastly the 
material includes slides and short introductions of Jones' Methenamine Silver, Gomori, 
Gram and Masson's Trichrome. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: clinical pathology, histology, special stains, learning material, Giemsa, 
Grocott’s methenamine silver, Congo Red, Warthin-Starry, Verhoeff Van Gieson, 
Ziehl-Neelsen 
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1 JOHDANTO 
 
 
Patologia, eli tautioppi, on yksi lääketieteen osa-alueista. Siinä tutkitaan tautien syitä, eli 
etiologisia tekijöitä, tautien syntymekanismeja sekä taudeista johtuvia rakenteellisia ja 
toiminnallisia muutoksia elimistössä. Patologia sanana tulee kreikan kielen sanoista 
”pathos”, sairaus, ja ”logos”, oppi. (Karttunen 2005, 12.) Histologia, eli kudosoppi, on 
patologiaan kuuluva osa-alue. Histologiassa tutkitaan mikroskooppisesti kudosten 
rakennetta ja toimintaa. Kudosnäytteenä voi olla kirurgisesti tai biopsianeulalla otettu 
koepala. Näytteeksi voi tulla myös leikkausten yhteydessä tai ruumiinavauksessa 
poistettua kudosta. Patologian näytteestä patologi voi tehdä suoraan diagnoosin eli 
patologisanatomisen diagnoosin (PAD). Lausunnossa kuvaillaan koepalan rakenne ja 
havaitut muutokset. Pahanlaatuisesta kasvaimesta voidaan antaa arvio sen 
maligniteettiluokasta, eli pahanlaatuisuuden asteesta. Diagnoosia voidaan tarkentaa 
jatkotutkimuksilla. (Mustajoki 2008; Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2014.) 
 
Jotta patologi voi antaa kudosnäytteistä lausunnon, ne on käsiteltävä erilaisten 
kudoskäsittely- ja värjäysprosessien avulla (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2014). 
Ihmiskehosta poistetun kudosnäytteen käsittely mikroskopoitavaksi on monivaiheinen.  
Kudoksesta valmistetaan erittäin ohuita siivuja (yleensä 2-10 µm), joiden läpi valo 
pääsee valomikroskoopissa. Jotta näytteitä voidaan tarkastella visuaalisesti, niitä 
käsitellään väriainein tai erityisillä kemikaaleilla. Tällöin valomikroskoopilla voidaan 
erottaa 0,2 µm tarkkuudella yksityiskohtia näytteestä. (Mitchell & Peel 2009, 1.) 
 
Bioanalyytikko vastaa edellä mainitun kaltaisesta kudosnäytteen käsittelystä yhdessä 
patologin kanssa. Bioanalyytikko vastaanottaa kudosnäytteet ja näytteille annetaan 
kullekin laboratoriolle ominainen koodinumero (Joensuu ym. 2013, 92). Tämän jälkeen 
näyte dissekoidaan. Leikkauspreparaattien pilkkomisesta vastaa yleensä patologi 
bioanalyytikon avustuksella. Biopsiat voi bioanalyytikko siirtää fiksaatiopurkista 
suoraan näytekasettiin laboratorion prosessoitavaksi. Tätä kutsutaan kasetoinniksi. 
(Joensuu ym. 2013, 88.)  
 
 
Esikäsittelyn jälkeen bioanalyytikko siirtää näytteet automatisoituun kudoskuljetukseen, 
jossa näyte prosessoidaan bioanalyytikon suorittamaa kudosnäytteiden valua varten. 
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Bioanalyytikko leikkaa valetuista blokeista leikkeitä, jotka hän kiinnittää näytelaseille, 
minkä jälkeen ne värjätään. Bioanalyytikon työnkuvaan kuuluu myös koko 
laboratorioprossessin laadun tarkistaminen esimerkiksi mikroskopoimalla värjätty 
näytelasi. Hänen tulee ilmoittaa poikkeavuuksista jatkoselvittelyä varten. (NSH 2014.) 
 
Bioanalyytikko toimii vaarallisten välineiden ja kemikaalien parissa, joten työ vaati 
tarkkaavaisuutta ja huolellisuutta. Kaikissa eri työvaiheissa tarvitaan myös hyvää käden 
taitoa. Histopatologinen ja sytologinen laboratoriotyöskentely ja diagnostiikka ovat 
pysyneet edelleen työvoimavaltaisina, vaikka laboratoriovälineistön kehittyminen ja 
automatisoinnin lisääntyminen on ollut voimakasta viimeisten 20 vuoden aikana. 
(ASCP; Mäkinen ym. 1125; Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2014.) 
 
Bioanalyytikkokoulutuksen tavoitteena on, että opiskelija osaisi toimia perehdytyksen 
jälkeen itsenäisesti histologian kliinisessä laboratoriossa laatukriteereiden mukaisesti 
(Tamk 2014). Luomme kirjallisen oppimateriaalin ja sen lisäksi suoritamme näytelasien 
keräyksen värjäyksistä. Näytelaseja opiskelijat voivat käyttää harjoitellessaan opettajan 
ohjauksella hyvän värjäystuloksen tunnistusta mikroskoopilla. Kirjallinen 
oppimateriaali tukee erikoisvärjäysten teorian sisäistämistä.  
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2 OPINNÄYTETYÖN TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTÄVÄT 
 
 
Opinnäytetyön tarkoituksena on laatia oppimateriaali valituista kuudesta histologisesta 
värjäyksestä. Luomme kirjallisen oppimateriaalin ja sen lisäksi suoritamme näytelasien 
keräyksen värjäyksistä. Kerättyjä näytelaseja koulun opiskelijat voivat käyttää 
mikroskopointiin.  Valitsimme työhömme yhdessä ohjaajamme kanssa alustavasti kuusi 
värjäystä, joista on suurin tarve saada koululle uusia näytelaseja ja jotka ovat yleisesti 
käytettyjä värjäyksiä. Valitut värjäykset ovat Giemsa, Ziehl-Neelsen, Verhoeff Van 
Gieson, Warthin -Starry, Kongopuna ja Grocottin modifioitu metenamiini hopea(GMS).  
Kerätyt näytelasit liitetään kuvien muodossa oppimateriaaliin ja annetaan histologian 
luokkaan opiskelijoiden mikroskopointia varten. Näytelasien keräystä varten kysyimme 
yhteistyökumppaniksi Fimlab Laboratoriot Oy:n kliinisen patologian laboratoriota. 
 
Tavoitteena on kehittää histologian opetuksen materiaaleja. Tavoitetta tukevat sekä 
kirjallinen oppimateriaali, että koulun käyttöön kerättävät näytelasit. Opinnäytetyö 
hyödyttää bioanalyytikon opiskelijoita auttamalla histologisten värjäysten opiskelussa ja 
mahdollistamalla värjäysten näkemisen mikroskoopilla. Tavoitteena on siis lisäksi 
parantaa bioanalytiikan opiskelijoiden osaamista histologisista erikoisvärjäyksistä.  
 
Työn tehtäviä ovat hyvän oppimateriaalin ja erikoisvärjäysten teorian selvittäminen 
sekä preparaattien keräyksen järjestäminen ja näytelasien kuvaaminen. Hankitun 
teoreettisen tiedon pohjalta muodostetaan selkeä, oppimateriaaliksi soveltuva 
tekstiosuus.  
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3 TOIMINNALLINEN OPINNÄYTETYÖ 
 
Opinnäytetyön tavoitteena on kehittää ja osoittaa opiskelijan valmiuksia soveltaa 
tietojaan ja taitojaan käytännön työelämässä (Niemi 2006). Toiminnallinen 
opinnäytetyö tavoittelee käytännön toiminnan ohjeistamista, opastamista, järjestämistä 
tai järkeistämistä (Vilkka & Airaksinen 2003). Toiminnallisessa opinnäytetyössä 
yhdistyvät toiminnallisuus, teoreettisuus, tutkimuksellisuus ja raportointi (Vilkka 2010). 
 
Toiminnallinen opinnäytetyö voi olla esimerkiksi ohje/opas tai jonkin tapahtuman 
suunnittelu ja toteutus.  Toiminnallisen opinnäytetyön toteutustapana voi olla 
esimerkiksi kirja, kansio, vihko, opas, cd-rom, video, multimediaesitys, verkkosivusto, 
verkkojulkaisu, näyttely, tapahtuma, tilaisuus, portfolio työnäytteineen tai muunlainen 
tuote. Toteutustapaan vaikuttaa kohderyhmä. (Vilkka 2003.) Toiminnallisen 
opinnäytteen tuotoksen toteutustavan tekijä valitsee opinnäytetyön toimeksiantajan 
kriteerien ja kohderyhmän mukaan. Lopputuloksesta voi viestinnällisin ja visuaalisin 
keinoin tunnistaa tavoitellut päämäärät. (Falenius ym. 2006; Vilkka 2010.)  
 
Toiminnallisen opinnäytetyön tuotoksen tulee perustua ammattiteorialle. Ammattiteoria 
tulee tuntea hyvin. Ammattiteorian tuntemus ilmenee toiminnallisen 
opinnäytetyöraportin sisältämässä niin sanotussa teoreettisessa viitekehysosuudessa. 
(Falenius 2006.) Toiminnallisen opinnäytetyön tulee sisältää tietoa, jolla tekijä itse voi 
toiminnallista osuutta/tuotosta perustellusti täsmentää, rajata, kehittää, uudistaa sekä 
luoda kohdetta ja käyttäjää paremmin palvelevaksi. Tuotos sisältää näin aina 
sovellettua, käytännöllistä ja toiminnallista tiedon tulkintaa. (Vilkka 2010.) 
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Toiminnallisessa opinnäytetyössä kokonaisuuden muodostavat raportti ja tuotos. 
Olennaisinta on, että ne sopivat yhteen. (Vilkka & Airaksinen 2003, 83.) 
Opinnäytetyöraportti on teksti, josta selviää, mitä, miksi ja miten on tehty, sekä 
millaisiin tuloksiin ja johtopäätöksiin tekijä on päätynyt. Raportista ilmenee myös se, 
miten tekijä kriittisesti arvioi omaa opinnäytetyöprosessiaan ja sen tuotosta. (Niemi 
2006, 177.) Siinä selvitetään, mitä valintoja ja ratkaisuja on tehty eri vaiheissa produktin 
aikaansaamiseksi. Raportin juoni etenee projektin ja työprosessin mukaisesti. 
Toiminnallisessa opinnäytetyössä kokonaisuuden muodostavat raportti ja tuotos, joiden 
keskinäinen yhteensopivuus on olennaista. (Vilkka & Airaksinen 2003, 83.)  
 
Toiminnallisen opinnäytetyön arvon kannalta olennaisempaa on lähteiden laatu ja 
soveltuvuus kuin lähteiden lukumäärä. Lähteiden tulee palvella kyseessä olevaa työtä. 
(Vilkka & Airaksinen 2003, 76.) Käytetyt lähteet tulee valita harkiten ja niihin on 
suhtauduttava kriittisesti. Muun muassa lähteen julkaisupaikka, -taho ja -aika sekä 
tiedonlähteen auktoriteetti ovat huomioitavia tekijöitä lähteen luotettavuutta 
tarkastellessa. Esimerkiksi arvostettujen tutkijoiden julkaisu tai alan perusteos ovat 
lähteinä yleensä luotettavampia kuin nimetön internet-lähde. (Vilkka & Airaksinen 
2003, 72; JAMK 2014.) 
 
Opinnäytetyömme on toiminnallinen, sillä siihen kuuluvat raporttiosuus ja tuotos, joka 
on oppimateriaali. Työelämälähteenämme on Tampereen ammattikorkeakoulun tarve 
oppimateriaalille patologian histologisista erikoisvärjäyksistä. Opinnäytetyömme 
tuotoksen kohderyhmänä ovat bioanalytiikan koulutusohjelman opiskelijat. 
Oppimateriaalia varten teemme yhteistyötä myös Fimlab Laboratoriot Oy:n kanssa. 
Järjestämme heidän laboratoriossaan keräyksen oppimateriaaliksemme tulevista 
näytelaseista. Oppimateriaali koostuu kerätyistä näytelaseista sekä Power Point -
esityksestä, joka sisältää laseista otettua kuvamateriaalia sekä tekstiä. Tuotoksen 
tekstiosuus pohjautuu raporttiosuudessa käytyyn teoriaan. 
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4 OPPIMINEN  
 
 
4.1 Oppimiskäsitykset  
 
Behavioristinen perinne on näkynyt pitkään oppimisen määrittelyssä. Sen mukaan 
oppiminen näkyy ulkoisesti mitattavana käyttäytymisen muutoksena. Nykyään on ollut 
vallitsevana kognitiivis-konstruktiivisen oppimisen näkemys. Siinä oppiminen nähdään 
prosessina, jossa ihminen valikoi, tulkitsee ja työstää informaatiota, jota hän ottaa 
vastaan aistiensa avulla, omien odotustensa, aikaisempien tietojensa ja omien 
tavoitteidensa pohjalta. Oppiminen on tietojen, taitojen, asenteiden, näkemysten ja 
käyttäytymistapojen hankkimista ja muokkaamista. Niiden avulla ratkaistaan ongelmia. 
(Kauppila 2004, 20; Rauste-von Wright 2003, 50-54) Oppimiseen kuuluu monia 
osatekijöitä: opiskelija, opettaja, tutor, vuorovaikutus, oppimistilanne, oppimistehtävä, 
oppimistoiminta, oppimiskriteerit, oppimisvälineet ja oppimisympäristö (Kauppila 
2004, 17). 
 
Tietotekniikan ja tietotulvan lisääntyminen luovat uusia haasteita oppimiselle. Oma 
muisti ei ole välttämättä olennaisinta jos mukana on lisämuistia. Monilla aloilla tiedon 
pänttääminen aktiiviseen ja pitkäaikaiseen muistiin on vanhanaikaista ja tarpeetonta. 
Tärkeäksi nousee tiedon ymmärtäminen ja soveltaminen. Tämä edellyttää oppimiselta 
asioiden monitahoista pohtimista. (Kauppila 2004, 34-35.) 
 
Kognitiivisen näkemyksen mukaan oppiminen voidaan jakaa kahteen lajiin: 
pintaprosessoimiseen ja syväprosessoimiseen. Pintatason oppiminen etenee osa osalta 
yksityiskohtia mieleen painaen lukiessa. Opiskelu jää huonosti tiedostetuksi, koska 
opiskelija ei pohdi asian sisältöä. Oppiessaan syvätasolla opiskelija yrittää ymmärtää 
opittavan asian tarkoituksen ja pyrkii luomaan opittavasta asiasta kokonaisuuden. Hän 
pystyy myös suhtautumaan asioihin kriittisesti. (Itä-Suomen yliopisto 2013.)  
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4.2 Oppimistyylit 
 
Oppimistyyli kuvaa opiskelijan tapaa opiskella. Oppimistyyli riippuu opiskelijan 
luonteenpiirteistä, iästä sekä tavasta motivoitua ja aktivoitua opiskeluun. Oppimistyylit 
voidaan jakaa auditiiviseen, visuaaliseen, kinesteettiseen ja taktiiliseen. Auditiiviset 
opiskelijat oppivat parhaiten kuulemalla. He muistavat puhutut sanat. Visuaaliset 
muistavat, mitä ovat nähneet kuvina ja graafisina kuvioina. Kinesteettiset opiskelijat 
oppivat tekemällä ja kokeilemalla. He ovat hyvin itseohjautuvia. Taktiiliset oppivat 
parhaiten koskettelun ja kokeilemisen avulla. He pitävät yleensä kirjoittamisesta ja 
piirtämisestä. Auditiiviselle sopivat parhaiten luennot, visuaalisille tarjotaan videoita ja 
lukemista, kinesteettisille learning by doing – tyyppistä opetusta ja taktiilisille käsillä 
tekemistä. (Kauppila 2004, 59-60.) 
 
4.3 Motivaatio 
 
Hyvin tärkeää oppimisen kannalta on opiskelijan motivaatio. Hyvä opiskelumotivaatio 
on yhteydessä muihin oppimisen alueisiin kuten pitkäjänteisyyteen, tarkkaavaisuuteen, 
keskittymiskykyyn, ajattelutyöhön eli prosessointiin, oppimisen strategioihin ja 
muistamiseen. Motivaatio on tärkeä oppimisen tehostamisessa. (Kauppila 2004, 43.) 
 
Motivaatio on sisäinen prosessi, joka ohjaa ihmisen toimintaa. Motivaation voi jakaa 
viiteen tasoon: estynyt motivaatio, hajaantunut motivaatio, selviytymismotivaatio, 
saavuttamismotivaatio ja sisäinen motivaatio. Sisäinen motivaatio on näistä tasoista 
parhain. Se näkyy siinä, että tiedolla on opiskelijalle henkilökohtainen merkitys. 
Sisäiselle motivaatiolle on ominaista syväprosessointi. (Kauppila 2004, 43-45.)  
 
Tavallisimpia syitä heikkoon opiskelumotivaatioon ovat negatiiviset 
opiskelukokemukset. Opiskelijan vaatimustaso on saattanut olla liian korkealla, minkä 
vuoksi hän toistuvasti pettynyt ja oppimisen ilo on kadonnut. Opiskelija tarvitsee 
vahvistusta omalle oppimiskyvylleen ja osaamiselleen. Kilpailevat intressit heikentävät 
opiskelumotivaatiota. Energiaa kuluu muihin projekteihin ja opiskeleminen kärsii. 
Myös kehittymättömät opiskelustrategiat ja –tekniikat voivat olla syynä heikkoon 
opiskelumotivaatioon ja näin esteenä tehokkaalle oppimiselle. (Kauppila 2004, 49-50.) 
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Opiskelumotivaation kehittämisen lähtökohtana on päämäärän ja tavoitteen syvällinen 
tiedottaminen (Kauppila 2004, 52). Opiskelijan on hyvä tiedostaa opiskelun edut, jotka 
ovat opiskelijalle yksilöllisiä. Opiskelu mm. kasvattaa henkistä kapasiteettia, kehittää 
ongelmanratkaisukykyä, parantaa asennoitumista koulutuksen tavoitteita kohtaan, 
tehostaa tehtävien suorittamista, vähentää virheitä, vähentää väsymys- ja 
kyllästymisreaktioita ja kehittää sisäisiä toimintamalleja sekä kasvattaa tietoja ja taitoja. 
Opiskelulla on suuri merkitys myös itsetunnolle ja menestymiselle työyhteisöissä sekä 
tavoitteiden saavuttamiselle. (Kauppila 2004, 26-27.) 
 
Motivoinnin helpottamiseksi kokonaistavoite on syytä jakaa osa- tai 
väliaikatavoitteisiin. On helpompi motivoitua välitavoitteisiin kuin 
kokonaistavoitteeseen. Lisäksi suorituspainetta on syytä nostaa tasoon, jossa opiskelu 
onnistuu. Sen ylläpitämistä auttaa mielikuvatyöskentely tavoitteen saavuttamisesta. 
(Kauppila 2004, 52-53.) 
 
 
4.4 Hyvä oppimateriaali 
 
Käsitteellä oppimateriaali tarkoitetaan usein johonkin aineeseen, materiaan liitettyä 
oppiainesta, jonka tulee välittyä opiskelijoille ja saada heissä aikaan positiivisia 
oppimiskokemuksia. Silloin opiskelijan tiedoissa, taidoissa syntyy tavoitteiden mukaisia 
muutoksia. Tämä on kognitiivis-konstruktivistisen oppimiskäsityksen mukaista. 
(Uusikylä & Atjonen 2005, 164.) 
 
Oppimateriaalin laatimisen lähtökohtana tulee olla opiskelija. Hänen aikaisemmat 
kokemuksensa, motivaationsa, odotuksensa, tavoitteensa ja opiskelutapansa tulee ottaa 
huomioon. (Matikainen & Manninen 2000, 147.) Oppimateriaalin perustehtävänä on 
opiskelijan virittäminen ja tukeminen oppimaan. Tämä tapahtuu kysymyksiä 
asettamalla, vastauksien etsintään houkuttelemalla ja siten toiminnan mahdollistamalla. 
Esitettyihin kysymyksiin löytyy myös vastaukset hyvästä oppimateriaalista. Lisänä hyvä 
oppimateriaali antaa opiskelijalle palautetta sekä haasteellista lisätehtävää. (Uusikylä & 
Atjonen 2005, 165.) Tärkeimpänä oppimateriaalin laadukkuuden mittarina voidaan pitää 
hyvää oppimistulosta (Högman 2006, 12).  
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Vainionpää (2006) on koonnut oppimateriaaliin soveltuvat kriteerit, joiden avulla 
oppimateriaalia voidaan arvioida ja kehittää. Hyvä oppimateriaali on ajankohtainen, 
luotettava, laaja-alainen, helposti saatava ja käytettävä ja se mahdollistaa yksilöllisen 
etenemisen ja monimuotoisen aktiivisen oppimisprosessin erilaisten vaihtoehtojen 
avulla. Oppimateriaalin tulee olla myös opiskelijan itsearviointia ja opettajan arviointi 
tukeva. (Vainionpää 2006, 99-100.) Jotta oppimateriaali olisi laadukas, se tulee olla 
tarkoituksenmukaisesti rajattu, kohderyhmälle suunnattu, sisällöltään asiantunteva ja 
viestinnän sekä ilmaisun tulee olla selkeää (Högman 2006, 9). 
 
 
4.5 Histologiset värjäykset, immunohistokemia ja molekyylipatologia – 
opintojakso 
 
Tampereen ammattikorkeakoulussa 2013 ja myöhemmin aloittaneet 
bioanalyytikkokoulutuksen opiskelijat opiskelevat kuuden opintopisteen verran 
histologiaa. Ensimmäisen opintojakson nimi on Kudosleikkeiden valmistaminen ja 
kudosten tunnistus. Tämä opintojakso vaaditaan suoritettuna ennen kuin voi osallistua 
toiselle opintojaksolle nimeltään Histologiset värjäykset, immunohistokemia ja 
molekyylipatologia. Kummatkin ovat kolmen opintopisteen kokoisia opintojaksoja. 
(Tamk 2014.) 
 
Histologiset värjäykset, immunohistokemia ja molekyylipatologia –opintojakson 
oppimistavoitteeisiin kuuluvat perinteisten histologisten värjäysten, 
immunohistokemian ja molekyylipatologian sovellusten teorian osaaminen. Opiskelijan 
on opintojakson jälkeen osattava tehdä tavallisimmat histologiset värjäykset ja 
immunohistokemiallisen värjäyksen. Hän tunnistaa mikroskooppisesti tavallisimmat 
histologiset värjäykset ja osaa värjäysten laadunvarmistuksen ja työturvallisuuden. 
(Tamk 2014.) 
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5 HISTOLOGINEN LABORATORIOPROSESSI 
 
 
Kudosnäytteen käsittelyä mikroskoopilla tutkittavaan muotoon kutsutaan 
prosessoinniksi. Histologisen näytteen prosessointiin kuuluvat seuraavat vaiheet; 
näytteen vastaanotto ja numeroiminen, dissekointi, kudosprosessointi eli kuljetus, valu, 
leikkaus, värjääminen ja päällystäminen. (Naukkarinen 2003, 10.) 
 
Patologian laboratorioon saapuva histologinen näyte numeroidaan ja kirjataan 
tietojärjestelmään. Tuoreet näytteet joko jäädytetään tai fiksoidaan. Fiksoinnilla eli 
kiinnityksellä estetään autolyysi ja bakteeritoiminta, säilytetään kudoksen alkuperäinen 
rakenne sekä estetään pienten molekyylien katoamista näytteestä. Erilaisilla 
fiksatiiveilla korostuvat eri ominaisuudet. Niillä voidaan lisäksi vaikuttaa näytteen 
värjäytyvyyteen, leikkautuvuuteen ja morfologiaan. Fiksatiiveina voidaan käyttää muun 
muassa aldehydejä, hapettimia ja fysikaalisia fiksatiiveja kuten lämpöä ja mikroaaltoja. 
Yleisimmin käytetään kuitenkin formaliinia. (Naukkarinen 2003, 7-10.) 
 
 Dissekointivaiheen, eli näytekudoksen pilkkomisen, suorittaa kudoksesta riippuen 
laboratoriohoitaja tai patologi. Näytteelle tehdään dissekoinnin yhteydessä 
makroskooppinen tarkastelu, joka voidaan dokumentoidana piirroksena ja/tai saneluna. 
Dissekoitu näyte pakataan kasetteihin kudosprosessointia varten. (Naukkarinen 2003, 
10; Etelä-Pohjanmaan sairaanhoitopiiri 2014.) 
 
Kudosprosessoinnissa näyte huuhdellaan vedellä, dehydroidaan ja lopuksi kirkastetaan. 
Tarkoituksena on siis poistaa kudoksen sisältämä vesi. Dehydrointi suoritetaan 
useimmiten nousevalla alkoholisarjalla. Kirkastusvaiheessa käytetään ainetta, joka 
liukenee sekä dehydrointiaineeseen että kirkastuksen jälkeen käytettävään 
valuaineeseen. Ksyleeni on yleisimmin käytetty kirkastusaine. Esimerkiksi tolueenikin 
toimii hyvin, mutta on huomattavasti kalliimpaa kuin ksyleeni. (Naukkarinen 2003, 11.) 
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Valuaineena käytetään tavallisesti parafiinia. Parafiini on veteen liukenematon 
hiilivetyseos, jonka sulamispiste on 40–70 celsiusasteen välillä. Kasetti täyteen sulalla 
parafiinilla mahdollisimman tiiviisti ja annetaan kovettua. Parafiiniblokista leikataan 
mikrotomin avulla halutun paksuisia, erittäin ohuita siivuja jotka asetellaan lasille. 
Ohuet parafiinileikkeet ovat värittömiä joten mikroskooppisen tarkastelun 
mahdollistamiseksi ne on värjättävä. Värjäämistä varten kudoksesta poistetaan parafiini 
ja se rehydroidaan laskevalla alkoholisarjalla. Värjäämisen jälkeen lasi päällystetään ja 
se on valmis mikroskopoitavaksi. (Ross 2011, 2-3.)  
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6 HISTOLOGISET VÄRJÄYKSET 
 
 
Histologiset värjäykset voidaan jaotella rutiini-, erikois- sekä immunohistologisiin 
värjäyksiin. Rutiinivärjäyksistä tavallisimmin käytetty on hematoksyliini-eosiini-
menetelmä, jossa emäksinen hematoksyliini värjää tumat siniseksi ja hapan eosiini 
kudoksen emäksiset rakenteet punertavaksi. Myös Weigert van Gieson -menetelmä 
kuuluu yleisesti käytettyihin perusvärjäyksiin. (Siponen 2003.) 
 
Erikoisvärjäyksiksi kutsutaan yleensä värjäysmenetelmiä, joita ei käytetä rutiinisti. Ne 
tarkentavat perusvärjäyksen antamaa informaatiota. Erikoisvärjäyksillä voidaan 
esimerkiksi tutkia onko tiettyä komponenttia kudoksessa ja missä päin kudosta sitä 
sijaitsee.  (Dako 2010.)  
 
 
6.1 Giemsa 
 
Giemsa-värjäystä käytetään erityisesti helikobakteerien osoittamiseen. Helikobakteerien 
toteamiseksi sensitiivisyys on 96–98% ja spesifisyys 98–100%. Helikobakteeri on 
gramnegatiivinen, noin 0,5-1,0 µm paksu ja pituudeltaan noin 2,5–4,0 µm. Se on 
mikroaerofiilinen, eli tarvitsee vähän happea kasvaakseen, mutta ei kykene elämään 
ilman normaalissa happipitoisuudessa. Elimistössä helikobakteeri asettuu mahan 
limakalvon limakerrokseen ja sen epiteelisoluihin. Se käyttää epiteelisolujen sokeriosia 
reseptoreinaan ja tuottaa sytotoksisia aineita, jotka voivat aiheuttaa voimakkaan 
immuunivasteen ja aktiivisen gastriitin, eli mahatulehduksen. Helikobakteerien lisäksi 
värjäyksellä voidaan osoittaa malariaa ja erilaisia parasiitteja. (Kellokumpu 2013.) 
 
Hematopoieettiset solut, kuten mast-solut, basofiilit ja lymfosyytit ovat tunnistettavissa 
kudoksesta Giemsa-värjäyksellä ja sitä käytetään etenkin mast-solujen ja mast-solu – 
tuumoreiden osoittamiseen. (Dako 2009.) Mast-solujen metakromaattiset rakkulat 
värjäytyvät vain erikoisvärjäyksillä tai immunohistokemiallisin menetelmin. 
Erikoisvärjäyksistä käytetään Giemsaa ja toluidiinisini – värjäystä. Mast-solut, eli 
syöttösolut, ovat immuunijärjestelmään kuuluvia soluja. Ne sijaitsevat yleensä 
verisuonten ympärillä niissä kudoksissa jotka ovat kosketuksissa taudinaiheuttajiin, eli 
ihossa ja limakalvoissa. Mast-solujen epänormaalin suuri esiintyminen voi liittyä 
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moniin eri sairauksiin, joiden oireet vaihtelevat suuresti. Kliininen kuva vaihtelee iho-
oireista systeemisiin tauteihin. Mastosytoosin diagnoosi varmistetaan ihonäytteellä. 
Kudoksesta voi löytyä lisääntyneiden mast-solujen lisäksi runsas määrä eosinofiilejä. 
Tyvisolukerroksesta voidaan havaita pigmentin lisääntymistä. (Lähdeaho 2010.) 
 
 
KUVA 1. Giemsa-värjätty näyte. Tausta on värjäytynyt vaaleanpunertavaksi 
 
 
Giemsa-värjäyksessä käytetään kationisia tiatsiinivärejä ja anionista eosiinia. 
Perinteinen väriliuos on valmistettu polykromisesta metyleenisinestä joka voi sisältää 
useampia tiatsiinivärejä, esimerkiksi metyleenisinen hapettumistuotteita. Kationinen 
tiatsiiniväri värjää DNA:n ja RNA:n vahvan siniseksi ja anioninen eosiini tietyt tiheät 
proteiinirakenteet punertaviksi. Värjäystuloksessa parasiitit ja helikobakteerit ovat 
tummansinisiä ja tausta vaaleanpunertavasta sinertävään (kuva 1). Mast – solut ja 
basofiilit ovat punertavasta lilaan, eosinofiilit kirkkaan vaaleanpunertavia ja lymfosyytit 
sinisiä. Solujen tumat ovat sinisiä (kuva2). (Bancroft 342, Horobin 1998, 176; Dako 
2009.)  
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KUVA 2. Giemsa-värjätty näyte, jossa tumat värjäytyneet sinisiksi 
 
 
Värjäystulokseen vaikuttavat muun muassa fiksaatio, pH, käytetty puskuri, liuottimen 
määrä sekä värjäysajat. Värjäysmenetelmästä löytyy useita erilaisia variaatioita. 
Käytettyjen liuosten suhde, puhtaus, säilytysaika ja säilytysolosuhteet vaativat erityistä 
huomiota, olivat ne kaupallisia tuotteita tai itse valmistettuja. Kaupalliset liuokset ovat 
usein tuotettu heterogeenisistä tiatsiini – väreistä, minkä vuoksi värjäyksen 
standardoiminen ei ole mahdollista. Liuosten suhteen muutokset ja pH voivat aiheuttaa 
esimerkiksi leukosyyttien värjäytymisen väärän värisiksi.  (Horobin 1998, 177–180.) 
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6.2 Grocottin hopeametenamiini  
 
Grocottin hopeametenamiini -värjäystä käytetään erilaisten patogeenisten 
sieniorganismien havaitsemiseen kudosnäytteestä (Dako 2008a). GMS-värjäyksessä 
positiivisia ovat muun muassa Aspergillus furnigatus, Blastomyces dermatitidis, 
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma 
capsulatum, Nocardia asteroides, Pneumocystis Jirovecii, Sporothrix schenckii ja 
Mucor- ja Rhypsopus-sukuihin kuuluvat sienet. (Bancroft & Gamble 2008, 322-323; 
Dako 2008a.) 
 
Yleisimmin GMS-värjäystä käytetään Pneumocystis jirovecii:n havaitsemiseen. 
Pneumocystis jirovecii, joka on ennen tunnettu  Pneumocystis carinii:na, sijoitetaan 
taksonomisesti lähemmäs sieniä kuin alkueläimiä. Se aiheuttaa keuhkokuumetta etenkin 
henkilöillä, joilla on heikko immuunipuolustus. Harvemmin sitä löydetään muualta kuin 
keuhkoista kuten suolistosta ja imukudoksesta. (Bancroft & Gamble 2008, 323.)  
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Pneumocystis jirovecii osoitetaan keuhkohuuhtelunäytteestä, indusoidusta 
yskösnäytteestä, suun huuhtelunäytteestä, transbronkiaali- tai keuhkobiopsiasta 
immunofluoresenssivärjäyksellä, histologisilla värjäyksillä tai DNA-tekniikoilla. 
Tavanomaisista värjäysmenetelmistä Giemsan ja Diff-Quick-värjäyksillä havaitaan 
trofotsoiittimuodot, mutta ne värjäävät myös paljon muita organismeja. 
Standardivärjäys GMS:llä ja toluidiinisinivärjäyksellä näkyvät vain kystamuodot. 
Kystat ovat 4-6 µm:ä halkaisijaltaan ja sisältävät 5-8 pistemäistä rakennetta (kuva 3). 
(Bancroft & Gamble 2008; Laakkonen ym. 2006.) 
 
 
KUVA 3. 40-kertaisella suurennoksella Pneumocystis jirovecii värjäytyneenä mustaksi 
Grocottin hopeametenamiini –värjäyksellä 
 
 
GMS-värjäys on hopeavärjäys. Hopeavärjäyksellä tarkoitetaan värjäystä, jossa 
kudosleike kyllästetään hopeasuolalla (AgNO3), joka pelkistyy tai pelkistetään 
haluttuihin kudoskomponetteihin (Naukkarinen 2003, 46). GMS-värjäyksessä 
kromihappolla hapetetaan sieniin aldehydiryhmiä, jotka pelkistävät metallista hopeaa 
sienten soluseiniin värjäten ne mustiksi hopeanitraattia lisättäessä. Kuvissa neljä ja viisi 
sieniorganismit värjäytyvät harmaasta mustaan. Ennen hopean lisäämistä ylimääräinen 
kromihappo on poistettu natriumvetysulfaatilla. (Parry 2013a.) 
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Värjäyksen spesifisyys perustuu siihen, että sienirihmat läpäisevät huonommin 
hopeaioneja kuin muu kudoksessa oleva materiaali. Hopeaionit diffuntoituvat 
nopeammin muusta leikkeestä kuin sienirihmoista, jolloin sienirihmat värjäytyvät 
selkeämmin. Tämän vuoksi hopean pelkistymisnopeus on tärkeä. (Naukkarinen 2003, 
46.) Värjäysajan on oltava tarpeeksi pitkä, jotta leike ylivärjäytyy (Naukkarinen 2003, 
48). Värjäysaika riippuu fiksaatiosta ja sen pituudesta sekä tutkittavasta organismista. 
Liian pitkä väräjäytymisaika aiheuttaa taustavärjäytymistä ja peittää sienen rakenteen 
häiriten sienen identifikointia. (Bancroft & Gamble 2008, 321.) 
 
Kultakloridi sävyttää eli korvaa kultaioneilla hopeata muista kudoksista eli synnyttää 
kontrastia sienten ja muiden kudosten välille. Natriumtiosulfaatti poistaa 
reagoimattoman hopean, koska hopeavärjäyksessä leike ensin ylivärjätään, minkä 
jälkeen liika väri poistetaan. (Naukkarinen 2003, 46; Parry 2013a.) Hopealiuoksessa on 
boraattia, joka varmistaa alkaalisen pH:n (Bancroft & Gamble 2008, 321). Light green 
värjää taustan vihreäksi (kuvat 4 & 5). (Dako 2008a.) 
 
 
KUVA 4. Grocottin hopeametenamiini – värjäyksen yhteydessä tausta värjättynä Light 
green:llä vihreäksi, 10-kertainen suurennos 
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KUVA 5. 40-kertainen suurennos Grocottin hopeametenamiinivärjäyksestä, jossa tausta 
värjäytyy vihreäksi ja sieniorganismit harmaasta mustaan 
 
Glykogeeni voi värjäytyä maksakudoksessa, joka häiritsee tuloksen tulkintaa. 
Glykogeenin voi pilkkoa ennen värjäystä. (Bancroft & Gamble 2008, 321.) Metallisia 
välineitä ei saa käyttää, jotta hopea pelkistyisi oikeaan kudososaan. Samasta syystä 
värjäysastioiden tulee olla happopestyjä ja naarmuttomia. (Naukkarinen 2003, 48.) 
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6.3 Kongopuna 
 
Kongopunavärjäys on standardivärjäys amyloidille. Kongopunavärjäys kuuluu 
hiilihydraattivärjäyksiin.  (Bancroft & Gamble 2008, 277.) Se on luotettava menetelmä 
vasta antaessaan kellanvihreän lopputuloksen polarisaatiossa. (Naukkarinen 2003, 45.) 
Bennfold esitteli menetelmän vuonna 1922. Stokesin menetelmä UK NEQUAS:n 
mukaan soveltuu parhaiten amyloidin havaitsemiseen. (Bancroft & Gamble 2008, 271.) 
 
Amyloidi on ekstrasellulaarista, tavallisesti myös amorfista ja eosinofiilista 
proteiinikertymää, jossa on siaalihappoa ja 1-5% mukopolysakkaridikomplekseja 
(Bancroft & Gamble 2008, 261; Naukkarinen 2003, 43). Amyloidoosin diagnoosi 
perustuu amyloidin esiintymiseen kudospalassa (Bancroft & Gamble 2008, 268).   
Sekundaariamyloidoosissa sitä esiintyy lähinnä munuaiskeräsissä ja verisuonten 
seinämissä. Harvemmin sitä esiintyy primaarissa amyloidissa melkein missä tahansa 
elimessä. Myeloomaan voi liittyä myös amyloidoosi. (Naukkarinen 2003, 43.) Syyt 
amyloidin kertymiseen vaihtelevat. Amyloidia voi kerääntyä yhteen tai useampaan 
elimeen. Kertyessään kudoksiin amyloidi häiritsee elinten normaalia toimintaa 
aiheuttaen oireita. (Salonen 2013.) 
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Amyloidi näkyy HE-värjäyksessä ja se on vaihtelevasti PAS-positiivinen, mutta 
kumpakaan näistä menetelmistä ei käytetä, koska niillä ei voi havaita pieniä määriä 
amyloidia. Myös metyylivioletti, joka on ensimmäinen amyloidin värjäämiseen käytetty 
menelmä, ei ole tarpeeksi spesifinen ja sensitiivinen amyloidille. (Bancroft & Gamble 
2008, 269.) Fluoresenssivärit, joista etenkin tioflaviini T, ovat erittäin sensitiivisiä, 
mutta ovat vähemmän selektiivisiä kuin kongopuna, koska hyaliini ja fibrinoidit antavat 
väärän positiivisen tuloksen. Immunohistokemiallisia menetelmiä tulisi käyttää yhdessä 
kongopunan kanssa. Niitä saatetaan tarvita, kun halutaan erottaa erilaisia amyloideja 
toisistaan. (Bancroft & Gamble2008, 277.) 
 
Kongopuna on hapan diatsoväri. Sen sitoutuminen amyloidiin selittyy vetysidoksilla. 
Kongopuna voi kiinnittyä myös elastiiniin, kollageeniin ja eosinofiileihin, mutta suurin 
affiniteetti sillä on aina kuitenkin amyloidiin. (Naukkarinen 2003, 45; Bancroft & 
Gamble 2008, 270.) Taustavärjäytymistä voidaan entisestään vähentää alkoholi- ja 
suolaliuoksilla. Ne lisäävät vetysidoksia ja vähentävät elektrokemiallisia sidoksia. 
(Bancroft & Gamble 2008, 270.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kongopuna värjää voimakkaimmin amyloidin vaalean-/lohenpunaisella (kuva 6).  Myös 
kollageeni ja muu sidekudoksinen materiaali värjäytyy kongopunalla hieman. 
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Hematoksyliiniä käytetään taustavärinä, joka värjää tumat sinisiksi (kuva 7). (Dako 
2012c.) 
 
 
KUVA 6. Kongopuna-värjäys, jossa amyloidi värjäytyneenä vaaleanpunaisella 
 
 
KUVA 7. Kongopuna-värjäyksen yhteydessä tumat värjäytyneet hematoksyliinillä 
sinisiksi 
 
Kongopunan kahtaistaittavuus polarisaatiossa perustuu sen sitoutumiseen 
amyloidifibrilleihin, jolloin muodostunut voimakas kellanvihreä väri taittaa valoa eri 
26 
 
 
tavoin eri fibrillitasoissa. Tämä perustuu interferenssi-ilmiöön. (Naukkarinen 2003, 45.) 
Jos amyloidin tai kongopunan kolmiulotteinen rakenne muuttuu, värireaktio 
epäonnistuu. (Bancroft & Gamble 2008, 270.) Pieniä amyloidikertymiä on hankala 
tunnistaa. Tämän takia suositellaan käytettäväksi valovoimaista ja hyvällä optiikalla 
varustettua polarisaatiomikroskooppia. (Bancroft & Gamble 2008, 277.) 
 
Kongopunavärjäystä varten näytemateriaali on yleensä rutiinisti formaliiniin fiksoitu ja 
parafiiniin valettu.  Pitkittynyt formaliinifiksaatio vähentää monen värireaktion 
intensiteettiä. (Bancroft & Gamble 2008, 269.) Leikepaksuus on yleensä 8-12 µm:ä. 
(Naukkarinen 2003, 45; Bancroft & Gamble 2008, 273.)  Kongopunavärjäyksen 
yhteydessä tulee käyttää positiivista kontrollia värjäysliuosten laadun varmistamiseksi. 
Kontrollileikkeiden tulee olla suhteellisen tuoreita, koska vanha leikemateriaali antaa 
vähemmän intensitiivisen histokemiallisen reaktion. (Bancroft & Gamble 2008, 269.)  
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6.4 Warthin-Starry 
 
Warthin-Starry on erikoisvärjäys, jota käytetään helikobakteerien osoittamiseen. 
Helikobakteeria ei voida nähdä hematoksyliini-eosiini – perusvärjäyksellä. Warthin-
Starrya voidaan hyödyntää myös muiden mikro-organismien, yleensä gram-
negatiivisten bakteerien etsimiseen kudoksesta. Kliinisessä patologiassa näytteistä 
voidaan etsiä esimerkiksi spirokeettoja, helikobakteereja ja legionella pneumophila-
bakteereja. (Abcam 2014 ; Dako 2008b; Naukkarinen 2003, 47.) Spirokeetat ovat 
bakteerien spiraalimuotoja. Ne ovat vaikeita osoittaa histologisin perusvärjäyksin. 
Monet spirokeetoista vaativat hopeakyllästyksen näkyäkseen kudoksesta. Osa voi näkyä 
Giemsa-värjäyksellä. (Sheenan & Hrapchak 1973, 164.) 
 
Warthin-Starry lukeutuu hopeavärjäyksiin. Siinä kudos kyllästetään metallilla. 
Kyllästämiseen käytetään liuosta, johon sisältyy hopeanitraattia, hydrokinonia ja 
gelatiinia. Kultakloridia käytetään tehostamaan värjäystä. Hydrokinonin tehtävänä on 
pelkistää hopea. (Horobin 1998, 32.) 
 
 
KUVA 9. Bakteerit värjäytyvät Warthin-Starrylla mustiksi. Myös solutumat omaavat 
suuren affiniteetin hopealiuokselle 
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Positiivinen tulos, eli etsittävät mikro-organismit näkyvät värjäyksessä mustina (kuva 
8). Taustan värisävyt ovat keltaisesta ruskeaan (kuva 9).  Positiivisena kontrollina 
värjätään näytettä, jossa tiedetään olevan Warthin-Starrylla värjäytyvää mikro-
organismia. Värjäystulosta arvioidessa tulee huomioida, että Warthin-Starry ei ole 
spesifinen bakteereille vaan värjää muitakin organismeja ja kudosmateriaaleja mustaksi. 
(American MasterTech 2013; Horobin 1998, 233–234.) Melaniini, solutumat sekä tietyt 
pigmentit omaavat suuremman affiniteetin hopealiuokselle kuin värjäyksellä etsityt 
mikro-organismit. Näiden rakenteiden lähellä mikro-organismit eivät erotu niin 
selkeästi, mutta pidennetyillä värjäysajoilla ja alemmalla pH:lla voidaan auttaa 
rakenteiden erottumista toisistaan. Riskinä on kuitenkin näytteen ylivärjäytyminen. 
(Sheenan & Hrapchak 1973, 166.) 
 
 
 
KUVA 8. Warthin-Starry värjää kudoksen kullanruskeaksi 
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Värjäyksen onnistumiseksi on vältettävä raskasmetalleja sisältäviä fiksatiiveja. Ne 
aiheuttavat sen, että taustaväristä tulee liian vahva. Värjäysvaiheessa näytelasien 
siirtämisessä ei tulisi käyttää metallisia instrumentteja (Sheenan & Hrapchak 1973, 
165). Positiivisen tuloksen antavana virhelähteenä voi olla värjäyksen aikana käytetyn 
veden mikrobikontaminaatio. Sen havaitsemiseksi tulee mikroskopoidessa varmistaa, 
että värjäytyneet organismit ovat näytekudoksen seassa, eivätkä pintakerroksessa. 
(Horobin 1998, 234.) Mikäli positiiviseksi tiedetyssä kudoksessa organismit eivät näy 
tai ovat hyvin haaleita, näytettä voidaan uudelleenvärjätä värjäystuloksen 
vahvistamiseksi. (Sheenan & Hrapchak 1973, 166.)  
 
  
30 
 
 
 
 
6.5 Verhoeff Van Gieson 
 
Verhoeff Van Gieson tunnetaan muun muassa nimillä Elastic Stain ja Verhoeffin 
tekniikka elastisille säikeille. Se on erikoisvärjäys, jossa hyödynnetään Van Giesonin 
värjäystä. Verhoeffin tekniikkaa käytetään kudoksen elastisten säikeiden tarkasteluun. 
Värjättäviä kudoksia ovat tyypillisesti arteriat, appendix ja iho. (Dako 2012b.) Kyseisen 
menetelmän lisäksi elastisia säikeitä tutkitaan yleisesti myös orseiini – tekniikalla, 
Weigertin resorsiini-fuksiinilla ja aldehydifuksiini – menetelmällä. Verhoeffin tekniikka 
on vuonna 1908 kehitetty klassinen menetelmä, joka toimii hyvin kaikkien 
tavanomaisten fiksatiivien kanssa. (Bancroft & Gamble 2008, 155.)  
 
Säikeiden värjäämiseen käytetään hematoksyliiniä, rautakloridia ja Lugolin jodia. 
Verhoeffille on tyypillistä että karkeammat säikeet värjäytyvät intensiivisesti ja hienot 
säikeet saattavat värjäytyä heikosti.  Värjäyksen onnistumisen kannalta etenkin näytteen 
differointi rautakloridissa on kriittinen vaihe. Vaihe on valmis kun näytteen 
kudossäikeet näkyvät mustina ja tausta harmaana, mutta näyte saattaa herkästi 
differoitua liikaa jolloin hienot säikeet eivät ole enää erotettavissa kudoksesta. (Bancroft 
& Gamble 2008, 155.)  
 
Verhoeffin tekniikka perustuu hapetusreaktioon. Elastisten ja pre-elastisten säikeiden 
välillä on vahva disulfidisidos. Hapetusvaiheessa Verhoeffin hematoksyliinin sisältämä 
jodi muuttaa disulfidisiltoja anionisiksi sulfonihappoderivaatoiksi. Nämä derivaatat ovat 
vahvasti basofiilisia ja kykenevät verrattaen selektiivisiin reaktioihin 
perusvärjäysainesosien kanssa. Näitä reaktioita vahvistaa värjäysliuoksen korkea 
konsentraatiopitoisuus, joka samalla vähentää esimerkiksi kromatiinien sekä 
ribosomaalisen RNA:n värin vastaanottokykyä. (Bancroft & Gamble 2008, 155.) 
 
Van Gieson -väriliuosta lisätään, jotta kollageeni erottuu elastiinista. (Dako 2012b.)  
Van Gieson on perusvärjäys, joka on hyödyllinen etenkin kollageenin tarkastelemiseksi, 
sillä kontrasti näytteen sidekudosten ja muun rakenteen välillä on hyvä (Mercer 
University 2014; Naukkarinen 2003, 35).  
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KUVA 10. Arterian seinämän elastiset säikeet ovat värjäytyneet mustiksi 
 
 
Värjäystuloksessa elastiset säikeet sekä tumat ovat mustia (kuva 10). Van Giesonin 
mukaisesti sidekudos värjäytyy punaiseksi ja punasolut sekä lihas keltaiseksi. 
Onnistuneessa värjäystuloksessa voi erottaa sekä karkeita että hienompia 
elastiinisäikeitä (kuva 11). Virhelähteenä voi olla jo mainitun väärän värjäysajan lisäksi 
esimerkiksi reagenssien mikrobikontaminaatio, joka aiheuttaa epäspesifistä 
värjäytymistä. (Dako 2012b.) 
 
 
 
KUVA 11. Verhoeffin tekniikalla värjätty kudos tarkemmalla suurennoksella. 
Onnistuneessa värjäyksessä voi erottaa hienompiakin elastiinisäikeitä (Arteria) 
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6.6 Ziehl-Neelsen 
 
Ziehl-Neelsen – värjäystä käytetään havaitsemaan haponkestäviä bakteereja 
kudosnäytteestä. Tällaisia bakteereja voivat olla Mycobacterium- ja Nocardia-suvun 
bakteerit. (Parry 2013b.)   
 
Mykobakteerilajeja tunnetaan noin 120 ja uusia lajeja löydetään jatkuvasti (THL 2013). 
Atyyppiset mykobakteerit ovat ympäristöbakteereja, jotka aiheuttavat hengitystie-, 
imusolmuke-, iho- ja pehmytkudosinfektioita sekä yleistyneitä infektioita (Katila ym. 
2004). Tärkein mykobakteerien aiheuttama infektiotauti on tuberkuloosi, jonka 
aiheuttaa M. tuberculosis -bakteeri lähisukulaisineen. Muita mykobaktereeja ovat M. 
avium, M. intracellulare, M. fortuitum ja M. lentiflavum, M. gordonae jaM. leprae. 
(THL 2013.) 
 
Nokardiat ovat Actinomycetaceae-heimoon kuuluvia grampositiivisia, aerobisia 
bakteereita, jotka muistuttavat sekä mykobakteereita että sieniä. Nokardioita esiintyy 
runsaasti maaperässä ja kasveissa sekä eläinten ja ihmisen ihon, suun, nielun ja suolen 
normaalifloorassa.  Nokardiat voivat aiheuttaa joko iho- tai keuhkoinfektioita. Ihmisellä 
tärkeimmät taudinaiheuttajat ovat N. asteroides -lajiin kuuluvat N. asteroides tyyppi VI, 
N. farcinica, N. nova ja N. abcessus. Ihmispatogeeneja ovat lisäksi N. brasiliensis, N. 
pseudobrasiliensis, N. caviae ja N. transvalensis (Kupila ym. 2011.) 
 
Haponkestävällä bakteerilla on ympärillään kapseli, joka sisältää mukolihappoa, ja joka 
on hydrofobinen. (Bancroft & Gamble 2008, 314.) Tämä tekee bakteerista resistantin 
monille bakteerivärjäyksille. (Parry 2013b.) Karbolifuksiinilla värjätään haponkestäviä 
sauvoja punaiseksi (kuva 12). Karbolifuksiini sisältää fenolihappoa, joka auttaa kapselin 
läpäisemisessä. Myös kuumutta voidaan käyttää läpäisevyyden parantamiseksi. 
(Bancroft & Gamble 2008, 314; Parry 2013b.)  
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Haponkestävällä bakteerilla on ympärillään kapseli, joka sisältää mukolihappoa, ja joka 
on hydrofobinen. (Bancroft & Gamble 2008, 314.) Tämä tekee bakteerista resistantin 
monille bakteerivärjäyksille. (Parry 2013b.) Karbolifuksiinilla värjätään haponkestäviä 
sauvoja punaiseksi (kuva 12). Karbolifuksiini sisältää fenolihappoa, joka auttaa kapselin 
läpäisemisessä. Myös kuumutta voidaan käyttää läpäisevyyden parantamiseksi. 
(Bancroft & Gamble 2008, 314; Parry 2013b.) 
  
 
KUVA 12. Haponkestävät bakteerit värjäytyneet keuhkokudoksessa tumman punaiseksi 
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Ylimääräinen karbolifuksiini huuhdellaan vahvalla happo-alkoholiliuoksella. Happo-
alkoholiliuos ei läpäise haponkestäviä bakteereja, joten liuos huuhtelee värin vain 
muista bakteereista pois. (Parry 2013b.) Käytettyyn huuhtelunopeuteen vaikuttaa 
kapselin paksuus. (Bancroft & Gamble 2008, 314.) Värjäyksen jälkeen leike 
vastavärjätään metyleenisinillä, jolloin tausta ja muut bakteerit värjäytyvät 
vaaleansinisiksi (kuva 13).  (Dako 2012a; Parry 2013b.) Liian pitkä vastavärjäys voi 
tehdä väristä epätasaisen. Jos käytetyt värit ovat liian haaleita ja bakteerien 
tunnistaminen on vaikeaa, voidaan karbolifuksiini korvata Victorian sinisellä ja 
vastavärjäys pikriinihapolla. (Bancroft & Gamble 2008, 314.) Myös reagenssien 
mikrobikontaminaatiota tulee välttää, koska se aiheuttaa epäspesifistä värjäytymistä 
(Dako 2012a).  
 
 
KUVA 13. Ziehl-Neelsen – värjäyksellä tausta värjäytynyt sinisellä 
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6.7 Muita erikoisvärjäyksiä 
 
Opinnäytetyön värjäyslasit sisältävät aiemmin mainittujen kuuden värjäyksen lisäksi 
muitakin värjäyksiä. Näitä olivat Jonesin metenamiini-hopeavärjäys, Massonin trikromi, 
Gomori sekä Gram-värjäys. Koska värjäykset tulivat ylimääräisinä, niistä on koottu 
vain tiiviit teoriat opiskelijoiden mikroskopointia tukemaan.  
 
Jonesin metenamiini-hopeavärjäystä käytetään kudosten tyvikalvojen tarkasteluun. 
Kliinisessä patologiassa tutkitaan erityisesti munuaisten glomerulaarisia ja tubulaarisia 
tyvikalvoja. (Dako 2011.) Diabeettisessa nefropatiassa kyseiset kalvot paksuuntuvat, 
mikä on Jonesin värjäyksen avulla nähtävissä mikroskooppisesti (Groop & Forsblom 
2014). Värjäyksessä positiivinen tulos, eli tyvikalvot, värjäytyvät mustiksi (kuva 14).  
 
 
KUVA 14. Jonesin menetenamiini-hopeavärjätty munuaiskudos kahdella eri 
suurennoksella. Tyvikalvot värjäytyvät mustiksi 
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Massonin trikromivärjäyksellä tunnistetaan näytteistä lihas, kollageeni, fibriini ja 
punasolut. Sitä hyödynnetään esimerkiksi kun elimen normaalikudos on korvautunut 
arpikudoksella ja sen yhteydessä kollageenin määrä lisääntyy. Esimerkiksi maksan 
skleroosissa kollageeni korvaa normaalikudosta aiheuttaen maksan toimintahäiriöitä. 
Masson trikromin värjäystuloksessa lihassäikeet ja punasolut värjäytyvät punaisiksi, 
fibriini vaaleanpunertavaksi, kollageeni siniseksi, tumat sinisiksi tai mustiksi (kuva 15). 
(Dako 2007.) 
 
 
KUVA 15. Massonin trikromilla värjätty näyte kahdella eri suurennoksella 
 
Näytelaseissa oleva Gomori-värjäys ei ole värjäyksen alkuperäisellä menetelmällä 
suoritettu, vaan on siitä sovellettu Reticulin-Nuclear Fast Red – värjäys. Gomori-
värjäyksen lisäksi siinä hyödynnetään Snookin värjäysmenetelmää. Värjäyksessä 
käytetään ammoniakkihopeanitraattia kudoksen retikuliinisäikeiden esille tuomiseen. 
Hopea pelkistetään ja sävytetään niin, että kuidut näkyvät mustina (kuva 16). Tausta 
värjäytyy tässä sovelletussa erikoisvärjäyksessä punaisena. (Dako 2007.) 
 
 
KUVA 16. Gomori-värjätty maksanäyte. Retikuliinisäikeet värjäytyvät tummiksi 
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Gram-värjäyksellä voidaan tarkastella bakteereja näytteestä ja erotella ne kahteen 
ryhmään. Kristallivioletilla värjäytyneet bakteerit ovat grampositiivisia ja näkyvät 
lopputuloksessa sinisinä (kuva 17). Gramnegatiiviset bakteerit eivät värjäydy kyseisellä 
primaarivärillä, vaan jäävät punaisiksi. Bakteerien erilainen värjäytyminen perustuu 
siihen, että gramnegatiivisten bakteerien soluseinään kuuluu ulkokalvo, jollaista 
grampositiviisilla ei ole. (Dako 2013.) 
 
 
KUVA 17. Gram-värjätty näyte, jossa tummansinisiksi värjäytyneitä grampositiivisia 
bakteereita 
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7 OPINNÄYTETYÖN PROSESSIN KUVAUS 
 
 
7.1 Toteutus 
 
Opinnäytetyön aihe toi paljon pohdittavaa toteutuksen suunnitteluun. Annettu aihe oli 
oppimateriaali histologisista erikoisvärjäyksistä. Histologisia värjäyksiä on kuitenkin 
suuri määrä ja osa niistä on erittäin harvinaisia ja kalliita, joten työlle oli pohdittava 
järkevä rajaus. Värjäysten valitseminen suoritettiin yhdessä histologian opettajan, eli 
opinnäytetyön toimeksiantajan kanssa. Työn laajuuden kannalta pohdittiin, että kuusi 
värjäystä olisi sopiva määrä. Värjäyksiksi valittiin ensisijaisesti sellaisia värjäyksiä, 
joista oli suurin tarve koululta valmiiksi löytyvien oppimateriaalien kannalta. 
Värjäysten valintaan vaikutti myös Fimlab Laboratoriot Oy:n käyttämä 
värjäysvalikoima.  
 
Alkuun pohdittiin mahdollisuutta, että opinnäytetyön tekijät olisivat itse värjänneet 
laseja koulun tiloissa. Värjättävät kudokset olisi pyydetty työelämältä. Tämä vaihtoehto 
todettiin kuitenkin turhan kalliiksi ja monimutkaiseksi toteuttaa. Työelämän sekä 
koulun kanssa käytyjen pohdintojen jälkeen päädyttiin siihen, että kustannuksien 
puolesta järkevin ratkaisu oli käyttää Fimlab Laboratoriot Oy:n patologian 
laboratoriossa värjättyjä näytelaseja.  
 
Keväällä opinnäytetyön tekijät kävivät tutustumassa Fimlab Laboratoriot Oy:n 
patologian laboratorion toimintaan. Opinnäytetyöntekijöiden tutustuessa histologian 
laboratorioon he näkivät, että bioanalyytikon työnkuvaan kuuluvat histologisen näytteen 
vastaanotto, fiksaation tarkistaminen, näytteen dissekointi yhteistyössä patologin 
kanssa, näytteen kasetointi, valaminen parafiiniin, prosessoinnin läpivieminen, 
kudosblokin leikkaus ja leikkeen värjäys. Erikoisvärjäys kontrolloidaan 
kontrollinäytteen avulla, jolloin bioanalyytikon työnkuvaan kuuluu laadunvarmistus 
mikroskopoimalla kontrollinäyte. 
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Kontrollinäytteiden kerääminen opinnäytetyön oppimateriaaliksi oli kustannusten osalta 
paras ratkaisu. Fimlab Laboratoriot Oy:n kanssa sovittiin, että opinnäytetyöhön 
valituista värjäyksistä kerättäisiin kevään ja kesän ajan kontrollilaseja. Määrällisesti 
toivottiin kahtakymmentä lasia yhtä värjäystä kohden. Lukumäärästä oltiin silti jo 
keräyksen aluksi valmiita joustamaan, sillä muutamat toivotuista värjäyksistä olivat 
sellaisia, joita ei kyseisellä työpaikalla normaalisti käytetä tai joita tarvitaan vain 
harvoin. Tähän nähden keräys sujui hyvin. Loppukeväästä suurin osa laseista oli kerätty 
valmiiksi.  
 
Syksylle jäi keräyksen lopettaminen ja näytelasien noutaminen patologian 
laboratoriosta. Samalla kiitettiin Fimlab Laboratoriot Oy:ta yhteistyön tekemisestä. 
Kaikista värjäyksistä oltiin saatu riittävästi laseja käyttötarkoitusta varten. Lasit 
kuvattiin koulun mikroskoopilla koettaen saada opetuskäytön kannalta mahdollisimman 
hyödyllisiä kuvia. Kuviin on siis haettu sellainen kohta kudoksesta, jossa kyseisellä 
värjäyksellä haluttu positiivinen tulos näkyisi mahdollisimman selkeästi tai 
vaihtoehtoisesti värjäyksen periaate tulee mahdollisimman hyvin ilmi. Samalla 
opinnäytetyön tekijät vielä varmistivat, että kaikki opetuskäyttöön tulevat lasit ovat 
käyttökelpoisia ja riittävän laadukkaita. Otetut kuvat käsiteltiin koneella ja lisättiin 
opinnäytetyön teoriaosuuteen värjäysteorioiden yhteyteen. Valmiit näytelasit annettiin 
Tampereen ammattikorkeakoululle.  
 
Tammikuussa 2014 keskusteltiin myös, että luotaisiin mikroskopoinnin tueksi 
oppimateriaali. Se koottiin Microsoftin Powerpoint-ohjelmalla, jotta se olisi 
opiskelijoille helposti jaettavissa. Oppimateriaalin kokoamisessa auttoi opinnäytetyön 
teoriaosuus. Mikroskopoinnin tueksi tehty Powerpoint-materiaali luovutettiin 
muistitikulla Tampereen ammattikorkeakoululle.  
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7.2 Tuotoksen kuvaus 
 
Valmiita näytelaseja saatiin kaikkiaan sata kappaletta. Näistä valikoitiin muutamia 
huonommin värjäytyneitä pois, joten lopullisessa opetuskäyttöön menneessä 
näytesalkussa laseja on vähemmän. Opinnäytetyöhön valittujen kuuden värjäyksen 
lisäksi saatiin laseja Jonesin metenamiini-hopea-, Gomori-, Gram- sekä Massonin 
trikromivärjäyksistä. Ylimääräisinä saadut värjäykset ovat niin ikään histologisia 
erikoisvärjäyksiä, joten ne liitettiin tiivistetyksi osaksi opinnäytetyön raporttia sekä 
näytesalkkua.  
 
Näytelasit ovat selkeästi merkittyinä ja järjestettyinä värjäyksittäin näytelaseille 
tarkoitetussa säilytyssalkussa. Kuhunkin lasiin on kirjoitettu siinä käytetty värjäys ja 
osassa laseista on mainittu kyseessä oleva kudos.  
 
Listana kerättyjen värjäyslasien lukumäärät: 
• Giemsa   5 kpl 
• GMS   18 kpl 
• Kongopuna   12 kpl 
• Verhoeff Van Gieson  22 kpl 
• Warthin-Starry  5 kpl 
• Ziehl-Neelsen  20 kpl 
 
Ylimääräiset värjäykset: 
• Jones / PAMS  5kpl 
• Massonin trikromi 5kpl 
• TRE / Gomori  5kpl 
• Gram   3kpl 
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Mikroskopoinnin tueksi koottiin Microsoftin PowerPoint-ohjelmalla oppimateriaali. 
Siihen koottiin mikroskopoinnin osalta bioanalyytikolle tärkeimmät teoriatiedot. 
Teoriaa tuli värjäysten käyttökohteista, periaatteista, värjäystuloksista ja 
ominaisimmista virhelähteistä. Oppimateriaalin lisättiin otetuilla kuvilla esimerkkejä 
värjäystuloksista. Lisäksi kehitettiin pohdintaa lisääviä, oppimista syventäviä ja 
motivaatiota lisääviä kysymyksiä, jotka varmistaisivat vuorovaikutuksen opiskelijoiden 
kesken. Vastaukset ovat opinnäytetyön teorian pohjalta ja opettajan avulla löydettävissä. 
Teksti ja kuvat sommiteltiin selkeäksi esitykseksi ottaen huomioon fontit ja niiden koot, 
kuvien sijoittelu ja koot. Oppimateriaali on tarkoituksenmukaisesti rajattu 
mikroskopointia tukevaksi. 
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8 POHDINTA 
 
 
Opinnäytetyön tarkoituksena oli laatia oppimateriaali valituista kuudesta histologisesta 
värjäyksestä. Oppimateriaalia varten kerättiin yhteistyössä Fimlab Laboratoriot Oy:n 
kanssa näytelaseja kyseisistä värjäyksistä. Kirjallisista lähteistä kerättiin niihin liittyvä 
teoria. Opinnäytetyön tavoitteena oli kehittää histologian opetuksen materiaaleja.  
 
Näytelasien keräys onnistui sujuvasti, kun keräykseen otettiin työelämän värjäyksissä 
käytettyjä positiivisia kontrollilaseja. Tällä tavalla opetukseen menevissä laseissa on 
värjäyksellä haluttu positiivisuus näkyvissä. Näytelaseja saatiin useammasta 
värjäysmenetelmästä kerättyä runsaasti, joten niitä riittää koko opetusryhmän 
tarkasteltavaksi samanaikaisesti. Se helpottaa näytelasien hyödyntämistä 
opetustilanteessa. Vaikeammin kerättävissä olleita värjäyksiäkin saatiin viidet 
näytelasit. Näitä värjäyksiä olivat Giemsa ja Warthin-Starry. Kyseiset näytelasit 
värjättiin nimenomaan meitä varten, sillä ne eivät ole Fimlab Laboratoriot Oy:n 
rutiinikäytössä.  
 
Teoriaosuuteen kerättiin jokaisesta värjäyksestä seuraavat tiedot; värjäyksen periaate, 
positiivisen tuloksen ilmeneminen, näytteen värjäytyminen sekä kyseisellä värjäykselle 
ominaiset virhelähteet. Teorian kokoamiseen toi haastavuutta se, että histologisista 
värjäyksistä löytyy usein monia erilaisia variaatioita. Oppimateriaalista pyrittiin 
karsimaan näitä variaatioista johtuvia vaihteluita pois ja keskittymään kunkin 
värjäyksen tyypillisimpiin ominaisuuksiin. 
 
Opinnäytetyö ja tuotettu oppimateriaali tehtiin eettisesti toimien. Työn tekemisestä 
sovittiin kirjallisesti Tampereen ammattikorkeakoulun ja Fimlab Laboratoriot Oy:n 
kanssa. Näytelaseiksi kerättiin kontrollivärjäyksiä joten potilastiedot eivät ole esillä ja 
potilassuoja on säilynyt.  
 
Yhteistyö työmaailman kanssa toi oppimateriaalillemme myös luotettavuutta. Lasit ovat 
värjätty samoilla menetelmillä ja samoissa olosuhteissa kuin työelämän potilasnäytteet 
värjätään. Työntekijät ovat mikroskooppisesti tarkastelleet jokaisen näytelasin 
käyttäessään niitä kontrolleina potilasnäytteilleen. Opinnäytetyön tekijät katsoivat ja 
valikoivat valmiista näytelaseista vielä huonolaatuisimmat kappaleet pois.  
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Teoriaosuuteen haettiin lähdemateriaaliksi mahdollisimman luotettavia lähteitä. 
Histologinen tieto uusiutuu hyvin hitaasti ja monet värjäykset tehdään samalla 
protokollalla kuin vuosikymmeniä sitten, minkä vuoksi osa lähteistä on vanhempia. 
 
Yhtenä opinnäytetyön vahvuutena on kuvien hyödyntäminen PowerPoint -esityksessä. 
PowerPoint-esityksen tiedot pohjautuvat alan kirjallisuuteen, joten oppimateriaalin 
sisältö on luotettavaa. Materiaali ja kuvat ovat helposti jaettavissa opiskelijoille 
opettajan haluamalla tavalla muistitikulta. Esitys on helposti tulostettavissa tulostuksen 
maksullisuus huomioden. Oppimateriaali on kohderyhmälle suunnattu ottaen huomioon 
opiskelun tavoitteet, bioanalyytikon työnkuvan ja opinnäytetyön tekijöiden omat 
oppimiskokemukset. Oppimateriaali on kuvineen ja histologian luonteen vuoksi 
hyödyksi eniten visuaalisille opiskelijoille. Muunlaiset oppimistyylit otettiin huomioon 
tekstiosuudella ja kysymyksillä. Luodut kysymykset edistävät vastausten etsintää ja 
näin asioiden syväprosessointia. Oppimateriaalin heikkous on, että sitä ei ole testattu 
itse opetustilanteessa kohderyhmän läsnä ollessa. Näin opiskelijoiden ja opettajan 
palautteiden pohjalta ei voitu tehdä muutoksia. 
 
Opinnäytetyö rajattiin kuuteen värjäykseen, joten luontevana kehittämiskohteena voisi 
olla oppimateriaalin laajentaminen useampiin värjäyksiin. Myös ylimääräisistä 
näytelasien mukana olleista värjäyksistä voisi tehdä kattavammat tekstimateriaalit. 
Kliinisessä patologiassa immunohistokemia alkaa yhä enenevässä määrin korvata 
perinteisiä histologisia värjäyksiä, joten immunohistokemiallisista värjäysmenetelmistä 
tehtävä oppimateriaali voisi olla tulevaisuudessa hyödyllinen.  
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